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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft das in den Patentanspruchen beschriebene Verfahren zur Herstellung eines 
intravenos vertraglichen Immunglobulin-G-Praparates. 

5 Aus menschlichem Plasma gewonnene Immunglobulin-Praparate werden seit vielen Jahren fur die 
Therapie angeborener und erworbener Immunmangel-Krankheiten eingesetzt. Ursprunglich wurde das 
Immunglobulin-G durch fraktionierte Fallung mit Ethanoi aus Humanplasma gewonnen. Die auf diese Art 
hergestellten Praparate waren jedoch nur intramuskular anwendbar, da bei intravenoser Anwendung 
schwerste Nebenwirkungen auftraten. 

w Bei der intramuskularen Applikation ist die Dosierung limitiert. Urn ausreichende Plasmaspiegel an 
Immunglobulinen, wie sie fur eine effektive Therapie notwendig sind, zu erreichen, war es deshalb 
wunschenswert, intravenos vertragliche Immunglobulin-G-Praparate herzustellen. 

Bisher sind hierfur verschiedene Methoden beschrieben. So wurden beispielsweise die IgG-Molekule 
mit Enzymen gespalten oder mit chemischen Reagenzien modifiziert. Andere Verfahren beschreiben den 

15 Einsatz von Fallungs-, Adsorptions- und Chromatographie-Schritten, um intravenos vertragliche Praparate 
herzustellen. 

Eine Ubersicht uber die derzeit angewandten Methoden ist in Krankenhauspharmazie, 6. Jahrgang, Nr. 
5, 1985, S. 226-231 (1) und Der Bayerische Internist 9, 1 1989, S. 36-44 (2) gegeben. 

Alle dort beschriebenen Praparate sind zwar intravenos applizierbar, weisen jedoch je nach Art der 

20 Herstellung verschiedene Nachteile auf. So haben die enzymatisch gespaltenen Immunglobuline eine stark 
verkurzte intravasale Halbwertszeit und konnen die zur effektiven Infektabwehr notwendige Komplementakti- 
vierung nicht auslosen. Auch die chemische modifizierten Praparate konnen nicht alle biologischen 
Funktionen erfullen. Auch hier wird eine verkurzte intravasale Halbwertszeit sowie eine gestorte Komple- 
mentaktivierung beschrieben. 

25 Um die obengenannten Nachteile auszuraumen, wurden daher verbesserte Methoden zur Herstellung 
eines iv-vertraglichen, nicht modifizierten IgG-Praparates entwickelt. 

So offenbart beispielsweise die DE-A 30 39 855 eine Filtration an einer Polysulfonmembran, um 
insbesondere polymere Substanzen (Aggregate) zu entfernen. 

In der DE-A 36 41 115 wird vorgeschlagen, eine Reinigung mittels Polyethylenglykolen zur Entfernung 

30 von Aggregaten vorzunehmen. 

Mit beiden Verfahren gelingt es jedoch nicht, proteolytische Aktivitaten bzw. vasoaktive Substanzen zu 
entfernen. Von diesen Substanzen, insbesondere dem Prekallikrein-Aktivator (PKA), Prekallikrein, Kininogen 
und Kallikrein, die in Immunglobulin-G-Praparaten vorhanden sein konnen, ist jedoch bekannt, daB sie als 
Ursache fur schwerwiegende Nebenwirkungen, insbesondere als Ausloser fur hypotensive Reaktionen, 

35 fungieren konnen (vgl. M.F. Makula et al., Develop, biol. Standard, Vol. 67, 257-265, 1987, W.K. Bleeker et 
al., Vox. Sang. 52, 281-2190, 1987). 

Versuche, proteolytische Enzyme durch Adsorption mittels Bentonit, Kieselgel, Bariumsulfat, Aktivkohle 
sowie Affinitatsaustauschern zu entfernen, fuhrten jedoch nicht zu einer spezifischen Abtrennung aller 
storenden Proteasen, da je nach Herstellungsmethode von Immunglobulin-G-Praparaten darin mindestens 

40 noch unterschiedliche Mengen an Prekallikrein, Kininogen und Kallikrein unter Anwendung immunologischer 
und enzymatischer MeBmethoden festgestellt wurden, selbst wenn keine signifikante Menge an Prekalli- 
krein-Aktivator (PKA) nachgewiesen wurde. 

Die Verabreichung solcher Praparate, enthaltend die genannten Substanzen, fuhrten, obwohl diese 
Praparate in anderen Anwendungen sehr gut i.v. vertraglich sind, insbesondere bei immunsupprimierten 

45 Patienten zu schweren Nebenwirkungen. So kann - auch bei Nichtnachweisbarkeit des PKA - bei Anwesen- 
heit von Prekallikrein das Kallikrein freigesetzt werden, das aus hochmolekularem Kininogen das vasoaktive 
Bradykinin freisetzt. Dies bewirkt in Abhangigkeit der Konzentration einen mehr oder weniger ausgepragten 
Blutdruckabfall. Vor allem bei Patienten, deren Inhibitorpotential gestort ist, wie bei einer Immunsuppres- 
sion, kommt dies zum Tragen. 

50 Fur ein allgemein anwendbares intravenos vertragliches Immunglublin-G-Praparat besteht daher die 
Forderung, daB es frei ist 

a) von Aggregaten, so daG nur eine niedrige unspezifische Aktivierung des Komplementsystems vorliegt, 

b) von proteolytischen Enzymen 

c) von vasoaktiven Substanzen des Gerinnungs- und Kininsystems, wie Prekallikrein-Aktivator (PKA), 
55 Prekallikrein, Kininogen, Kallikrein, Faktor XI und Faktor XII 

und daB es 

d) biologisch intakt ist, d.h. keine Strukturveranderungen des Fc-Teils des Immunglobulin-G wahrend des 
Herstellungsprozesses erfolgen und keine chemische Modifizierung angewendet wird. 
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Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein bei alien Patienten-Kollektiven 
einsetzbares, intravenos vertragliches Immunglobulin-G-Praparat, das frei von Aggregaten, vasoaktiven 
Substanzen und proteolytischer Aktivitat ist, aus einem Immungiobulin-haltigen Ausgangsmaterial, wie 
einem von Gerinnungsfaktoren befreiten Plasma oder einer Immunglobulin-G-haltigen Serumfraktion (Cohn- 
5 Paste II oder ll/lll), bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, da3 das Immunglobulin-G-haltige Ausgangsmate- 
rial einer Behandlung mit 0,4-1,5 Vol.-% Oktansaure und/oder einer Chromatographie unterzogen wird. 

Die Anwendung von Oktansaure ist in der Literatur beschrieben (Biochemistry and Biophysics 134 , 279- 
284, 1969). Dabei wird Oktansaure in Konzentrationen von etwa 6,8 Vol.-% zur Fallung von Proteinen aus 
10 Plasma oder Serum eingesetzt, wahrend IgG im Uberstand bleibt. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, dafi Oktansaure in Konzentrationen von 0,4 bis 1,5 Vol.-% 
und bevorzugt von 0,8 bis 1,0 Vol.-% spezifisch proteolytische Enzyme sowie Verbindungen, die vasoaktive 
Reaktionen auslosen, wie z.B. Prekallikrein, Kallikrein und Kininogen, aus vorgereinigten IgG-Losungen 
entfernen kann, ohne dafi eine nennenswerte Proteinprazipitation erfolgt. 
15 Aus einer solchermaBen gereinigten Immunglobulin-G-haltigen Losung kann anschlieGend die Oktan- 
saure durch Zentrifugation, vorzugsweise jedoch durch Filtration unter Zusatz von Calciumionen entfernt 
werden. 

Die Wirksamkeit der Oktansaurebehandlung hinsichtlich der Entfernung von proteolytischen Enzymen 
sowie vasoaktiven Substanzen aus Immunglobulin-G-haltigen L6sungen 1) ist in den nachfolgenden Tabellen 
20 1 und 2 aufgezeigt. 

Tabelle 1 



25 


Oktansaurekonzentration 
(V/V %) 


Proteolytische Aktivitat (U/l) 




0 


850 




0,4 


23 




0,6 


1 


30 


0,8 


0,0 




1,0 


0,0 



1) Ausgangsmaterial: Immunglobulin-G-Rohfraktion aus Cohn-ProzeG (wie 
in Beispiel 1) 

35 



Tabelle 2 



Oktansaurekonzentration 
(V/V %) 


Prekallikrein* 


Kallikrein* 


0 


+ + 


+ + 


0,8 






1,0 






1,5 







* Bestimmung durch Immundiffusion nach Ouchterlony 
1) Ausgangsmaterial: Immunglobulin-G-Rohfraktion aus 
chromatographischen Prozessen wie in Beispiel 5 



50 

Wie obige Ergebnisse zeigen, werden erfindungsgemaB vasoaktive Substanzen und proteolytische 
Enzyme aus den Immunglobulin-G-haltigen Losungen entfernt. 

In einem nachfolgenden Schritt kann die Immunglobulin-G-haltige Losung durch Chromatographie von 
aggregierten IgG-Molekulen befreit werden. 
55 Hierfur eignen sich Chromatographie-Phasen auf Kieselgel oder Polymerbasis, wobei sowohl Kationen- 

als auch Anionenaustauscher verwendet werden konnen. 

Bevorzugt werden solche Chromatographie-Phasen verwendet, die fur HPLC (Hochleistungsflussigkeits- 
chromatographie) geeignet sind, da mit diesem Verfahren groBe Mengen Immunglobulin-G in kurzer Zeit 
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wirtschaftlich hergestellt werden konnen. 

Bel Verwendung von Kationenaustauschern, wie z.B. CM-Accell (R) , SP-Spherodex (R) , SP-Trisacryl-LS (R) 
oder Fraktogel-TSK-SP 650 (R) , wird die Salzkonzentration des Eluenten auf 50-200 mMol Natriumchlorid und 
der pH-Wert auf 4,0-6,0 eingesteilt. Unter diesen Bedingungen werden die Aggregate an den Trager 
5 gebunden, die gereinigte IgG-Fraktion passiert ungebunden die Matrix. 

Nach der gleichen Methode gelingt die Entfernung von Aggregaten aus Immunglobulin-G-Ldsungen 
auch mit Anionenaustauschern, wie z.B. QMA-Accell (R) und DEAE-Spherosil (R) ,wenn man eine lonenkonzen- 
tration von 0-50 mMol Natriumchlorid und einen pH-Wert von 6,0 bis 8,0 einstellt. 

Daruberhinaus zeigte sich, daB mittels der genannten Chromatographie-Phasen, insbesondere bei 
w Verwendung von Kationenaustauschern oder Hydrophoben-Phasen auch vasoaktive Substanzen entfernt 
werden konnen. Bevorzugt werden hierfur Chromatographie-Phasen auf Kieselgelbasis wie CM-Accell (R) , 
SP-Spherodex-M (R) und Polypropyl A (R) oder auf der Basis synthetischer Polymere hergestellte Phasen wie 
SP-Trisacryl-LS (R) und CM-Trisacryl-LS (R) verwendet. 

Im Falle eines Kationenaustauschers wird die lonenstarke und der pH-Wert des Eluenten so gewahlt, 
w daG die gereinigte Immunglobulin-G-Fraktion die Saule ungebunden passiert und die Verunreinigungen an 
der Chromatographie-Phase gebunden bleiben. 

Im Falle von CM-Accell (R) verwendet man beispielsweise Puffer mit einer Salzkonzentration von 50 - 
200 mMol Natriumchlorid bei einem pH-Wert von 4,0 bis 6,0. 

Soil die Reinigung uber hydrophobe Interaktions-Chromatographie an Polypropyl A (R) durchgefuhrt 
20 werden, so wird die IgG-haltige Losung mit einem hochmolaren Ammoniumsulfat-Puffer an die Phase 
gebunden, die Verunreinigung durch Nachwaschen entfernt und anschiieftend die Immunglobulin-G-Fraktion 
mit einem linearen abfallenden lonenstarke-Gradienten eluiert. 

Die Wirksamkeit der chromatographischen Entfernung vasoaktiver Substanzen aus Immunglobulin-G- 
haltigen Losungen ist in nachfolgender Tabelle 3 aufgezeigt. 

25 

Tabelle 3 



IgG-Fraktion Prekal likrein* Kallikrein* 

30 

unbehandelt* * ++ ++ 

nach SP-Chromatographie - - 

35 nach CM-Chromatographie 
nach Chromatographie an 

Polypropyl A* R * - Z 

40 

* Bestimmung durch Immundif fusion nach Ouchterlony 
** Ausgangsraaterial : Immunglobulin-G-Rohf raktion aus 
chromatographischen Prozessen wie in Beispiel 5 

45 

Somit konnen hochreine iv-vertragliche Immunglobulin-G-Praparate durch die erfindungsgemafle Be- 
handlung mit Oktansaure und/oder Chromatographie hergestellt werden. Dabei kann als Ausgangsmaterial 
eine durch ubliche Cohn-Fraktionierung gewonnene gamma-Globulin-Fraktion (Cohn-Paste II oder Paste ll/lll 

so oder entsprechende Losungen), wie sie bei der grofltechnischen Herstellung von Humanalbumin in groBen 
Mengen anfallt, eingesetzt werden. Ferner ist das erfindungsgemaBe Verfahren auch auf chromatographisch 
isolierte IgG-Fraktionen und durch Fallungsmittel wie z.B. mit Ammoniumsulfat und Polyethylenglykol (PEG) 
gewonnene IgG-Fraktionen anwendbar. Diese Ausgangsmaterialien konnen sowohl von normalen Spender- 
pools als auch bevorzugt von ausgewahlten Spendern mit hohen Antikorpertitern gegen virale, bakterielle 

55 oder zellulare Antigene gewonnen werden. 

Vorzugsweise werden als Ausgangsmaterial des erfindungsgemaflen Verfahrens Immunglobulin-G- 
haltige Rohfraktionen aus chromatographischen oder Cohn-Prozessen, die einem Sterilisationsverfahren 
unterzogen wurden, eingesetzt. Chromatographie-Fraktionen enthalten ublicherweise etwa 0,5 bis 1,5% 
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Aggregate, die bevorzugt an Kationenaustauschern wie z.B. CM-Accell (R) vollstandig abgetrennt werden 
konnen. Geht man von einer Cohn-Paste II oder ll/lll aus, welche bis zu 5% Aggregate enthalten kann, 
gelingt die vollstandige Entfernung derselben erfindungsgemaB mit Hilfe von CM-Accell (R) oder QMA- 
Accell (R) . Die Entfernung vasoaktiver Substanzen kann wie oben beschrieben gleichfails chromatographisch 
s erfolgen. 

Sofern proteolytische Enzyme vorhanden sind, werden diese zuvor mittels Oktansaure entfernt, was 
jedoch im Falle von Immunglobulin-G-haltigen Losungen, die sich durch eine hohe Reinheit auszeichnen, 
entfallen kann. 

Da die im erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzten Plasma- oder Serum-Fraktionen potentiell mit 
w humanpathogenen Viren, wie Hepatitis A, B, Non A, Non B und HIV, kontaminiert sein konnen, wird es 
bevorzugt, die Immunglobulin-G-haltige Losung einer Sterilisation zu unterwerfen. 

Hierzu konnen Behandlungen, vorzugsweise vor dem Chromatographie-Schritt, mit /9-Propiolacton, 
TNBP/Tween, TNBP/Nacholat, TNBP, gegebenenfalls in Kombination mit UV-Bestrahlung angewendet 
werden. Besonders bevorzugt ist dabei die Sterilisation mittels 0,03-0,1 Vol.-% /3-Propiolacton in Kombina- 
75 tion mit einer UV-Bestrahlung. 

Die auf diese Weise erfindungsgemaB hergestellten Produkte konnen flussig oder lyophilisiert gelagert 
werden. 

Der Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens iiegt darin, daB auf schnelle und einfache Weise 
verschiedenartigste Immunglobulin-G-haltige Ausgangsmaterialien so gereinigt werden konnen, daB die 
20 erhaltenen reinen Produkte nebenwirkungsfrei bei alien Patienten-Koilektiven und insbesondere bei immun- 
supprimierten Patienten intravenos eingesetzt werden konnen. 

Im folgenden werden die erfindungsgemaB hergestellten Praparate im Vergleich zu Produkten gemafi 
Stand der Technik in Tierexperimenten auf ihre Vertraglichkeit hin untersucht. 

Dabei wurde zum einen ein Rattenmodell (vgl. Bleeker et al., Vox Sang. 52, 281-290 (1987)) verwendet, 
25 worin die Beeinflussung des Blutdrucks und der Herzfrequenz durch vasoaktive Substanzen, wie sie in 
herkommlichen Produkten vorhanden sein konnen, untersucht wurde. 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 4 zusammengefaGt. 

Tabelle 4 



Praparat 


%Abwei- 


Herz- 


Vasoaktive Substanzen 




chung 


f requenz 


Prekalli- 


Kalli- Kininogen^' 




Blut- 




krein ^ 


krein^ * 




druck 








l2> (Vgl.) 


-30 


+ 6 


+ 


-t- + 


2 2> <Vgl.) 


-42 


-8 


+ + 


+ + 


3 2) (Vgl.) 


-32 


+ 2 


+ + 


+ + 


4* (Erf.) 


-2 


-4 






5* (Erf.) 


-3 


+ 3 






6** (Erf.) 


-4 


+1 






7** (Erf.) 


0 


+ 1 






SE aus 7*** -13 


+10 


+ + 


4- + 



1) durch Immundif fusion nach Ouchterlony bestimmt. 

2) Immunglobulin-G-Rohf raktion aus chromatographischen 
Prozessen wie in Beispiel 5 

30 

* hergestellt gemap Beispiel 8 
** hergestellt gemafl Beispiel 9 

*** Sauleneluat des Praparates 7 als Positiv-Kont ro 1 le 
(enthaltend vasoaktive Substanzen) 

Bis zu einem Blutdruckabfall von -10% gilt die Losung als vertraglich. 

Wie die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, bewirken erfindungsgemaB uber einen lonenaustauscher 
40 gereinigte Praparate so gut wie keine Schwankungen bezuglich des Blutdrucks und der Herzfrequenz, was 
ihre hohere Vertraglichkeit im Vergleich zu herkommlichen Praparaten dokumentiert. 

In einem weiteren Experiment wurde im Hundemodell nach M.F.Makula et al., Develop, biol. Standard 
Vol. 67, 257-265, 1987, die Vertraglichkeit erfindungsgemaB hergestellter Immunglobulin-G-Losungen im 
Vergleich zu herkommlich bereiteten Praparaten untersucht. 
45 Nach diesem Modell wird vorwiegend die Beeinflussung durch polymere Stoffe (Aggregate) durch Messung 
der Veranderung im Herzzeitvolumen bestimmt. 
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Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle 5 zusammengefaBt. 

Tabelle 5 

5 



Praparat 


%-Abwei- 


Aggregate 


Vasoaktive Substanzen^^ 




weichung 


% HPSEC 


Prekalli- Kalli- Kininogen 




Herzzeit- 




krein krein 




vo lumen 






8 2) (Vgl.) 


-50 


1,1 


■t- + + 


9 3> (Vgl.) 


-49 


1,91 


+ + + + 


10* (Erf.) 


0 


0 




ll**(Erf . ) 


-13 


0 




12***<Erf . ) 


0 


0 





1) durch Immundif fusion nach Ouchterlony bestimmt 

2) Imraunglobulin-G-Rohf raktion aus chromatographischen 

25 

Prozesaen wie in Beispiel 5 

3) Imraunglobulin-G-Rohf raktion aus Cohn-Prozess wie in 
Beispiel 1 

30 * hergestellt gemaU Beispiel 1 vorliegender Erfindung 
** hergestellt gema8 Beispiel 8 vorliegender Erfindung 
*** hergestellt gemaff Beispiel 5 vorliegender Erfindung 

35 

Bis zu einer Abweichung im Herzzeitvolumen von -15% gilt die Losung als vertraglich. 

Wie auch dieser Versuch zeigt, sind die erfindungsgemaB hergestellten Praparate von einer hoheren 
Reinheit und damit einer Nebenwirkungsfreiheit, wie sie die bisher bekannten Produkte nicht aufweisen. 
Durch die vollstandige Entfernung von Aggregates proteolytischer Substanzen sowie vasoaktiver Verbin- 
40 dungen konnen Immunglobulin-G-Praparate hergestellt werden, die auch insbesondere bei immunsuppri- 
mierten Patienten angewendet werden konnen. 

Die Erfindung wird durch nachstehende Beispiele erlautert. 

Beispiel 1 

45 

5 kg Cohn-Paste II werden in 45 I eines 0,1 M NaCI, 0,075 M Natriumacetat, pH 5,5 Puffers gelost. Man 
versetzt mit 10 ml Oktansaure pro I Losung und ruhrt 1 Stunde bei Raumtemperatur. Danach wird die 
Losung auf 0°C abgekiihlt, mit 12,3 g Calciumacetat pro I Losung versetzt, 3 Stunden geruhrt und 
anschlieBend fiitriert. Das klare Filtrat wird gegen das 10-fache Volumen eines 0,022 molaren Tris-Puffers, 
50 pH 7,0, diafiltriert und anschlieBend auf eine Proteinkonzentration von 4% Protein eingestellt. Die 4%ige 
Proteinlosung wird bei pH 7,2 mit 0,05% #-Propiolacton versetzt und bei konstantem pH-Wert 12 Stunden 
geruhrt. Danach verdunnt man mit 0,022 M Tris-Puffer auf einen Proteingehalt von 1% und bestrahlt diese 
Losung in einer UV-DurchfluBapparatur mit einer DurchfluGgeschwindigkeit von 20 I pro Stunde. 

Nach Zugabe von 2 g Kochsalz pro Liter Losung wird steriif iltriert. 
55 Die chromatographische Reinigung erfolgt mit einer praparativen HPLC-Anlage, die mit einer 5 I HPLC- 

Saule, gefullt mit QMA-Accell, bestuckt ist. 

Nach Aquilibrierung der Saule mit einem 0,022 M Tris/0,035 M NaCI, pH 7,0, Puffer wird die sterilisierte 
Immunglobulin-Losung in Portionen von 15 I chromatographiert, wobei die Verunreinigungen und Aggregate 
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an die Chromatog rap hie- Phase gebunden werden. Die hochreine IgG-Fraktion passiert ungebunden die 
Saule. Zur Aufreinigung der Gesamtmenge sind 8 Zyklen notwendig. Ein Zyklus inkiusive Proteinauftrag, 
Elution und Regeneration erfordert 2 Stunden. 

Die gereinigte IgG-Fraktion wird mit Hilfe einer Ultrafiltrationsanlage (cut off 10.000 D) auf 50 g/l 
ankonzentriert und gegen das 10-fache Volumen einer 0,45%igen Kochsalzlosung diafiltriert. Man fugt 0,15 
m/l Glycin zu und fuhrt eine Sterilfiltration durch. 

Die so gewonnene lmmunglobulin-G-L6sung hat folgende Eigenschaften: 

Protein <g/l) 
IgG <g/l) 
CAF (gamma %) 

KBR (ulC/rag Protein) 

Proteolyt, Aktivitat (U/l) 
HPSEC 

Polymer-Gehalt ( % ) 
Prekal 1 ikrein 
Kallikrein 
Kininogen 
F. XI (E/ml) 
PKA (%) 

Beispiel 2 

Man verfahrt wie in Beispiel 1. 

Der Chromatographie-Schritt wird unter Normaldruck an einer 5 I Saule, gefullt mit QMA-Accell, 
durchgefuhrt. In einem Zyklus konnen 15 I der sterilisierten lmmunglobulin-G-L6sung aufgereinigt werden. 
Die Zyklusdauer betragt hier 4 1/2 Stunden. 

Die weiteren Schritte werden wie in Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 

Die Immunglobulin-G-Losung hat folgende Eigenschaften: 

Protein (g/l) 
IgG (g/l) 
CAF < % gamma ) 

KBR (ylC/mg) 
Proteolyt. Aktivitat (U/l) 
HPSEC 

Polymer-Gehalt (%) 
Prekallikrein 
Kallikrein 
Kininogen 
F . XI (E/ral) 
PKA (%) 



50,9 
52, 5 
100 
6 

0 f 3 




bestimmt mit 
Immundif fusion 
nach Ouchterlony 



62,2 
61,0 
100 
13 
1,2 




Bestimraung rait 
Immundif fusion 
nach Ouchterlony 
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Beispiel 3 

Man verfahrt wie in Beispiel 2. 

Anstelle der 5 l-Saule mit QMA-Accell verwendet man DEAE-Spherosil-LS als Chromatographie-Phase. 
Die damit erhaltene Immunglobuiin-G-Losung hat folgende Eigenschaften. 

Protein (g/1) 

IgG (g/1) 

CAF ( % gamma ) 

KBR UlC/mg) 



48,0 
47,4 
100 
16 



Proteoiyt. Aktivitat (U/l) 
HPSEC 

Polymer-Gehalt (%) 

Prekallikrein 

Kallikrein 

Kininogen 

F . XI <E/ml) 

PKA (%) 



0,8 
0 

neg • 
neg . 
neg • 
neg , 
neg • 



Bestimmung mit 
Immune! if fusion 
nach Ouchterlony 



Beispiel 4 

Man verfahrt wie in Beispiel 1. 

Das klare Filtrat nach der Oktansaurebehandlung wird gegen das 10-fache Volumen mit einem 0,025 M 
Natriumacetat-Puffer, pH 7,0, diafiltriert und auf 4 % Protein eingestellt. 

Danach fuhrt man die /3-Propiolacton-Behandlung mit UV-Bestrahlung analog Beispiel 1 durch. Die 
sterilisierte Losung wird mit 2 g Kochsalz pro Liter Losung versetzt, der pH-Wert auf pH 5,0 eingestellt und 
sterilfiltriert. 

Als Chromatographie-Phase findet CM-Accell Verwendung. An die mit 0,025 M Natriumacetat 0,035 M 
NaCI, pH 5,0, aquilibrierte Saule bindet das IgG und wird anschlieRend mit 0,025 M Natriumacetat, 0,200 M 
NaCI, pH 5,0, eluiert. 

Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. 

Die Immunglobulin-G-Losung hat folgende Eigenschaften: 



Protein (g/1) 50,0 
IgG (g/1) 51,03 

CAF (% gamma) 100 

KBR (ulC/mg Protein) 11 
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Proteolyt. Aktivitat (0/1) 
HPSEC 

Polyroer-Gehalt (%) 

5 

Prekallikrein 
Kallikrein 
Kininogen 
10 F. XI (E/ml) 

PKA <%) 

15 

Beispiel 5 

Fresh frozen Humanplasma wird bei +4°C aufgetaut und das Kryoprazipitat durch Zentrifugation 
abgetrennt. Die Entfernung der Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes erfolgt mittels Batch-Adaption an 
20 DEAE-Sephadex A 50. Nach Abtrennung des lonenaustauschers wird der Uberstand mit 9 Vol.-% Alkohol 
bei pH 5,3 versetzt. Der Niederschlag wird durch Zentrifugation entfernt. Das so erhaltene, von Gerinnungs- 
faktoren befreite Plasma wird mit Hilfe einer GelausschluBchromatographie (Sephadex G-25) auf ein 
lonenmilieu von 0,022 M Tris/HCI, pH 7,5, eingestellt. 

An einer Saule, gefullt mit DEAE-Trisacryl-LS und aquilibriert mit dem gleichen Puffer, wird das IgG 
25 von den ubrigen Plasmaproteinen abgetrennt. Man erhalt das Roh-IgG in der Durchlauffraktion, die durch 
Ultrafiltration auf 40 g/l Protein ankonzentriert wird. 

Man fugt pro Liter Losung 5,8 g NaCI, 10,2 g Natriumacetat zu, stellt den pH-Wert auf pH 5,5 ein und 
versetzt mit 10 ml Oktansaure. Nach einer Reaktionszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur und Zugabe 
von 12,3 g Calciumacetat pro Liter Losung wird 3 Stunden bei 0°C geruhrt. 
30 Die Reaktionsmischung wird filtriert, gegen das 10-fache Volumen mit 0,025 M Na-Acetat/0,1 40 M NaCI 
Puffer, pH 7,0, diafiltriert und auf 4 % Protein eingestellt. 

Die Sterilisation mit /S-Propiolacton und UV-Bestrahlung wird analog Beispiel 1 durchgefuhrt. 

Der pH-Wert der sterilisierten IgG-Losung wird auf pH 5,0 eingestellt. 

Zur Chromatographie setzt man eine Saule ein, die mit CM-Accell gefullt und mit 0,025 M Na-Acetat, 
35 0,140 M NaCI, pH 5,0, aquilibriert ist. Pro Liter Chromatographie-Phase werden 9 I der sterilisierten IgG- 
Losung aufgegeben. Unter diesen Bedingungen binden die Verunreinigungen und Aggregate an die Phase, 
die hochreine IgG-Fraktion passiert die Saule. 

Die weitere Aufarbeitug erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. 



0,5 




Bestimmung mit 
Imroundif fusion 
nach Ouchterlony 
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Die Immunglobulin-Losung hat folgende Eigenschaften: 



15 



20 



Protein (g/1) 

IgG <g/l) 

CAF (% gamma) 

KBR (ylC/mg) 

Proteolyt. Aktivitat <U/1) 

HPSEC 

Polymer-Gehalt (%) 

Prekallikrein 

Kallikrein 

Kininogen 

F. XI (E/rol) 

PKA (%) 



50,2 
51,5 
100 
5 
0 




Bestimmung rait 
Immund if fusion 
nach Ouchterlony 



25 



Beispiel 6 

Man verfahrt wie in Beispiel 5. 

Die chromatographisch isolierte, Oktansaure-behandelte und sterilisierte IgG-Losung wird auf pH 5,0 
eingestellt und sterilfiltriert. 

Die anschlieBende Chromatographie erfolgt an einer Saule, die mit SP-Trisacryl-LS gefullt und mit 
0,025 M Na-Acetat, 0,150 M NaCI, pH 5,0, aquilibriert ist. Pro Liter Chromatographie- Phase werden 3 I der 
sterilisierten IgG-Losung aufgegeben. 

Man verfahrt weiter wie in Beispiel 5 beschrieben. 

Die Immunglobulin-Losung hat folgende Eigenschaften: 



35 



40 



45 



50 



Protein (g/1) 

IgG (g/1) 

CAF ( % gamma ) 

KBR (ulC/mg) 

Proteolyt • Aktivitat (0/1) 

HPSEC 

Polymer-Gehalt ( % ) 

Prekal 1 ikrein 

Kallikrein 

Kininogen 

F. XI <E/ml) 

PKA (%) 



49,3 
48,1 
100 
21 




Bestimmung durch 
Immundif fusion 
nach Ouchterlony 



55 
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Beispiel 7 



10 



Man verfahrt wie in Beispiel 5. 

Die chromatographisch isolierte und Oktansaure-behandelte IgG-Losung wird gegen das 10-fache 
Volumen mit 0,1 M Phosphat-Puffer, pH 7,0, diafiltriert und auf 4 % Protein eingestellt. 

Die Sterilisation mit /3-Propiolacton und UV-Bestrahlung wird analog Beispiel 1 durchgefuhrt. 

Die sterilisierte IgG-Losung mit einem Proteingehalt von 1% versetzt man mit festem Ammonsulfat auf 
eine Endkonzentration von 1 Mol Ammonsulfat pro Liter und fuhrt eine Sterilfiltration durch. 

Eine HPLC-Saule, gefullt mit Polypropyl-A, wird mit 1 M Ammonsulfat, 0,1 M Phosphat, pH 7,0, Puffer 
aquilibriert. Zwei Liter der eingestellten IgG-Losungen werden pro Liter Chromatographie-Phase aufgege- 
ben. Unter diesen Bedingungen bindet das IgG an die Phase, die Verunreinigungen werden mit dem 
Aquilibrierpuffer ausgewaschen. Die IgG-Fraktion eluiert man mit 0,1 M Phosphat, pH 7,0. 

Die Weiterverarbeitung erfolgt gemafl Beispiel 1 . 

Die Immunglobulinlosung hat folgende Eigenschaften: 



15 



20 



Protein 

IgG 

CAF 

KBR 

HPSEC 



(g/1) 

(g/1) 

(% gamma) 

<vlC/mg) 



51,0 
56,3 
99,3 
12 



25 



30 



Polymer-Gehalt ( % ) 

Prekallikrein 

Kallikrein 

Kininogen 

F. XI (E/rol) 

PKA (%) 




Bestimmung durch 
Immundif fusion 
nach Ouchterlony 



35 Beispiel 8 

Man verfahrt wie in Beispiel 5. 

Die auf 40 g/1 ankonzentrierte IgG-Fraktion wird mit 8,2 g NaCI und 2,05 g Na-Acetat pro Liter Losung 
versetzt und analog Beispiel 1 einer Sterilisation mit £-Propiolacton und UV-Bestrahlung unterzogen. 
40 Der pH-Wert der sterilisierten IgG-Losung wird auf pH 5,0 eingestellt. 

Diese Losung wird an einer Saule, die mit CM-Accell gefullt und mit 0,025 M Na-Acetat, 0,140 M NaCI, 
pH 5,0 aquilibriert ist, chromatographiert. 

Die hochreine IgG-Fraktion passiert die Saule, die Verunreinigungen und Aggregate werden an die 
Phase gebunden. 

45 Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. 



50 



55 
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Die Immunglobulin-Losung hat folgende Eigenschaften: 

Protein (g/1) 
IgG (g/1) 
CAF (% gamma) 

KBR (ulC/mg) 
Proteolyt. Aktivitat (U/l) 
HPSEC 

Polymer-Gehalt <%) 
Prekallikrein 
Kallikrein 
Kininogen 
F. XI (E/ml ) 
PKA (%) 

Beispiel 9 

Man verfahrt wie in Beispiel 5. 
Die chromatographisch isolierte und sterilisierte IgG-Losung wird pro Liter Losung mit 9 g NaCI und 
2,05 g Na-Acetat versetzt, der pH-Wert wird auf pH 5,0 eingestellt. 

Die Chromatographie erfolgt an einer Saule, die mit SP-Trisacryl-LS gefullt und mit 0,025 M Na-Acetat, 

0. 150 M NaCI, pH 5,0 aquilibriert ist. 

Man verfahrt weiter wie in Beispiel 5 beschrieben. 

Die Immunglobulin-haltige Losung hat folgende Eigenschaften: 

Protein (g/1) 
IgG (g/1) 
CAF ( % gamma ) 

KBR (ylC/mg) 
Proteolyt. Aktivitat ( 0/1 ) 
HPSEC 

Polymer-Gehalt (%) 
Prekallikrein 
Kallikrein 
Kininogen 
F. XI (E/ml) 
PKA (%) 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung einer intravenos vertraglichen polyklonalen Immunglobuiin-G-Losung aus 
einem von Gerinnungsfaktoren befreiten Immunglobulin-G-haltigen Ausgangsmaterial, 



101,1 
102 
100 
7 

1,2 



0 

neg. } Bestiramung mit 
neg. V Immundif fusion 
neg. J nach Ouchterlony 
neg . 
neg . 



98,5 
96,2 
100 
19 
0,8 



0 

neg. *\ Bestiramung durch 
neg. 6 Immundif fusion 
neg. J nach Ouchterlony 
neg . 
neg . 
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dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) das in ublicher Weise aufgearbeitete Ausgangsmaterial mit 0,4 bis 1,5 Voi.-% Oktansaure 
behandelt, die Losung anschlieBend reinigt und/oder 

b) die so erhaitene Losung chromatographiert. 

5 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Immunglobulin-G-haltige Losung in 
Schritt a) mit 0,8 bis 1 Vol.-% Oktansaure behandelt wird. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Chromatographie in 
w Schritt b) an Anionen- oder Kationenaustauschern oder uber eine hydrophobe Interaktions-Chromato- 

graphie erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daB die Chromatographie an fur 
Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) geeigneten Phasen erfolgt. 

75 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB als Anionenaustauscher 
QMA-Accell (R) oder DEAE-Spherosil (R) verwendet werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB als Kationenaustauscher 
20 CM-Accell (R) , Sp-Spherodex (R) , SP-Trisacryl-LS (R) oder Fraktogel TSK SP 650 (R) verwendet werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Chromatographie an 
Polypropyl A (R) als hydrophobe Phase erfolgt. 

25 8. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Chromatographie an 
einem Anionenaustauscher bei einer lonenkonzentration von 0 bis 50 mMol NaCI und einem pH-Wert 
von 6,0 bis 8,0 durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 3, 4 oder 6 dadurch gekennzeichnet, daB die Chromatographie an 
30 einem Kationenaustauscher bei einer lonenkonzentration von 50 bis 200 mMol NaCI und einem pH- 

Wert von 4,0 bis 6,0 durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB vor der chromatographi- 
schen Reinigung gemaB Schritt b) eine Sterilisation durch Behandlung mit /3-Propiolacton, 

35 TNBP/Tween, TNBP/Na-cholat oder TNBP erfolgt. 

11. Verfahren gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Sterilisation zusatzlich in Kombination 
mit UV-Bestrahlung vorgenommen wird. 

40 12. Verfahren gemaB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Sterilisation durch Behandlung mit 
0,03-0,1 Vol.-% £-Propiolacton und UV-Bestrahlung erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB als Ausgangsmaterial eine 
durch Cohn-Fraktionierung gewonnene Gammaglobulin-Fraktion (Cohn-Paste II oder ll/lll) verwendet 
45 wird. 



14. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Ausgangsmaterial eine durch Fallungsmittel wie Polyethylenglykol oder Ammonsulfat aus Plasma 
gewonnene Immunglobulin-G-Fraktion verwendet wird. 

50 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB als Ausgangsmaterial eine 
aus Serum chromatographisch vorgereinigte Roh-lmmunglobulin-G-haltige Losung verwendet wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB als Ausgangsmaterial eine 
55 Immunglobulin-G-haltige Fraktion mit hohen Antikorpertitern gegen virale, bakterielle oder zellulare 

Antigene verwendet wird. 
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Claims 

1. Process for the production of an intravenously tolerable polyclonal immunoglobulin G solution from an 
immunoglobulin-G-containing starting material freed from coagulation factors, characterized in that 

s a) the starting material, worked up in the usual way, is treated with 0.4 to 1 .5 vol% octanoic acid, the 

solution is subsequently purified and/or 
b) the solution so obtained is chromatographed. 

2. Process according to Claim 1, characterized in that the immunoglobulin-G-containing solution is treated 
w in step a) with 0.8 to 1 vol% octanoic acid. 

3. Process according to one of Claims 1 or 2, characterized in that the chromatography in step b) is 
carried out on anion or cation exchangers or via a hydrophobic interaction chromatography. 

15 4. Process according to one of Claims 1 to 3, characterized in that the chromatography is carried out on 
phases suitable for high-performance liquid chromatography (HPLC). 

5. Process according to one of Claims 3 or 4 characterized in that QMA-Accell® or DEAE-Spherosil® is 
used as anion exchanger. 

20 

6. Process according to one of Claims 3 or 4, characterized in that CM-Accell®, SP-Spherodex®, SP- 
Trisacryl-LS®, or Fractogel TSK SP 650® is used as cation exchanger. 

7. Process according to one of Claims 3 or 4, characterized in that the chromatography is carried out on 
25 Polypropyl A® as hydrophobic phase. 

8. Process according to one of Claims 3 to 5, characterized in that the chromatography is carried out on 
an anion exchanger at an ionic concentration of 0 to 50 mmolar NaCI and a pH value of 6.0 to 8.0. 

30 9. Process according to one of Claims 3, 4 or 6 characterized in that the chromatography is carried out on 
an a cation exchanger at an ionic concentration of 50 to 200 mmolar NaCI and a pH value of 4.0 to 6.0. 

10. Process according to one of Claims 1 to 9 characterized in that before the chromatographic purification 
according to step b) a sterilization is carried out by treatment with £-propiolactone, TNBP/Tween, 

35 TNBP/sodium cholate or TNBP. 

11. Process according to Claim 10, characterized in that the sterilization is carried out in combination with 
UV irradiation in addition. 

40 12. Process according to Claim 11, characterized in that the sterilization is carried out by treatment with 
0.03-0.1 vol% jS-propiolactone and UV irradiation. 

13. Process according to one of Claims 1 to 12, characterized in that a gamma globulin fraction obtained 
by Cohn fractionation (Cohn paste II or ll/lll) is used as starting material. 

45 

14. Process according to one of the preceding Claims 1 to 12, characterized in that an immunoglobulin G 
fraction obtained from plasma by precipitating agents such as polyethylene glycol or ammonium 
sulphate is used as starting material. 

50 15. Process according to one of Claims 1 to 12, characterized in that a crude immunoglobulin-G-containing 
solution chromatographically prepurified from serum is used as starting material. 

16. Process according to one of Claims 1 to 14, characterized in that an immunoglobulin-G-containing 
fraction with high antibody titres against viral, bacterial or cellular antigens is used as starting material. 

55 
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Revendications 

1. Procede de preparation d'une solution d'immunoglobuline G polyclonale, toleree par voie intraveineuse, 
a partir d'une substance de depart contenant de rimmunoglobuline G, exempte de facteurs de 
5 coagulation, caracterise en ce que 

a) on traite la substance de depart preparee de fagon usuelle par 0,4 a 1,5 % en volume d'acide 
caprylique, qu'on purifie ensuite la solution et/ou 

b) on procede a la chromatographie de la solution ainsi obtenue. 

w 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la solution contenant de rimmunoglobuline G 
est traitee a I'etape a) par 0,8 a 1 % en volume d'acide caprylique. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la chromatographie s'effectue a I'etape b) 
sur des echangeurs d'anions ou de cations ou par chromatographie d'interaction hydrophobe. 

75 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la chromatographie s'effectue sur 
des phases convenant a la chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC). 

5. Procede selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce qu'on utilise comme echangeur d'anions 
20 QMA-Accell® ou DEA-Spherosil®. 

6. Procede selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce qu'on utilise comme echangeur de cations 
CM-Accell®, SP-Spherodex®, SP-Trisacryl-LS® ou Fraktogel TSK SP 650®. 

25 7. Procede selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce que la chromatographie s'effectue sur 
Polypropyl-A® en tant que phase hydrophobe. 

8. Procede selon Tune des revendications 3 a 5, caracterise en ce que la chromatographie s'effectue sur 
un echangeur d'anions pour une concentration ionique de 0 a 50 mmol de NaCI et a un pH de 6,0 a 

30 8,0. 

9. Procede selon Tune des revendications 3, 4 ou 6, caracterise en ce que la chromatographie s'effectue 
sur un echangeur de cations pour une concentration ionique de 50 a 200 mmol de NaCI et a un pH de 
4,0 a 6,0. 

35 

10. Procede selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce que la purification par chromatographie 
selon I'etape b) est precedee par une sterilisation par traitement par la £-propiolactone, TNBP/Tween, 
TNBP/cholate de sodium ou TNBP. 

40 11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'on procede a la sterilisation additionnellement 
en association avec une irradiation UV. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que la sterilisation s'effectue par traitement par 
0,03 a 0,1 % en volume de £-propiolactone et irradiation UV. 

45 

13. Procede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'on utilise comme substance de 
depart une fraction de 7-globuline obtenue par fractionnement de Cohn (fraction de Cohn II ou ll/lll). 

14. Procede selon I'une des revendications 1 a 12 precedentes, caracterise en ce qu'on utilise comme 
50 substance de depart une fraction d'immunoglobuline G obtenue a partir de plasma a I'aide d'agents de 

precipitation tels que le polyethyleneglycol ou le sulfate d'ammonium. 

15. Procede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'on utilise comme substance de 
depart une solution brute contenant de rimmunoglobuline G brute, pre-purifiee par chromatographie a 

55 partir de serum. 

16. Procede selon I'une des revendications 1 a 14, caracterise en ce qu'on utilise comme substance de 
depart une fraction contenant de rimmunoglobuline G, ayant des titres eleves d'anticorps diriges contre 
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des antigenes viraux, bacteriens ou cellulaires. 
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